Enzymes involved in the synthesis and degradation of α-galactooligosaccharides from rice (Oryza sativa L. var. Nipponbare) by 李 苏紅
Enzymes involved in the synthesis and
degradation of α-galactooligosaccharides from
rice (Oryza sativa L. var. Nipponbare)
著者 李 ?紅
内容記述 "January 2007"
Thesis (Ph. D. in Agricultural
Science)--University of Tsukuba, (A), no.
4320, 2007.3.23












学 位 の 種 類 博　　士（農　　学）
学 位 記 番 号 博　甲　第　4320　号
学位授与年月日 平成 9 年 3 月 23 日
学位授与の要件 学位規則第 4 条第  項該当
審 査 研 究 科 生命環境科学研究科
学 位 論 文 題 目 Enzymes Involved in the Synthesis and Degradation of α-Galactooligos
accharides from Rice（Oryza sativa L. var. Nipponbare）
（イネのα－ガラクトオリゴ糖の合成と分解に関与する酵素に関する研究）
主　査 筑波大学教授　（連携大学院） 工学博士   中　嶋　光　敏
副　査 筑波大学教授  農学博士   土　居　修　一
副　査 筑波大学教授  工学博士   向　高　祐　邦






あり，4 つの糖加水分解酵素ファミリー（4，27，36，57）に分類されるが，殆どの酵素はファミリー 27 と
36 に属している。
　一方，イネゲノムの全配列が決定され，配列データべースに 7 つの推定α－ガラクトシダーゼが登録され
ている。そのうちの 5 つはファミリー 27 に属し，残りの 2 つはファミリー 36 に属する。以前，我々はα－
ガラクトシダーゼⅠを精製し，遺伝子をクローニングし，その精製酵素の性質を明らかにするとともにタン
パク質を結晶化し，立体構造を明らかにした。
　本研究ではファミリー 27 に属する 2 つの推定α－ガラクトシダーゼⅡとⅢを，また，ファミリー 36 に属
する推定α－ガラクトシダーゼⅣと推定ラフィノース合成酵素を選択し，遺伝子をクローニングすると共に
大腸菌で発現させ，ガラクトオリゴ糖の合成，分解に関するそれぞれの機能について検討した。
　イネからファミリー 27 に属する 2 つの推定α－ガラクトシダーゼの遺伝子をクローニングし，大腸菌で























SDS-PAGE で単一なバンドを示し，酵素分子の大きさは 85kDa であった。ラフィノース合成反応の至適温
度，pH は 45℃，7.0 であり，SH 基が活性に関与していることが示された。本酵素のアミノ酸配列はアルカ
リα－ガラクトシダーゼと相同性を示し，実際，pNP-α- ガラクトシド，ガラクチノール，ラフィノースに
対して弱いながらも加水分解活性を示した。本酵素は，ping-pong Bi-Bi メカニズムによって反応を触媒し，
ガラクチノールと pNP-α- ガラクトシドをドナーとして認識した。また，ショ糖，乳糖，ガラクトビオー
ス等をアクセプターとして利用した。これらのショ糖以外のアクセプターに対する特異性については初めて
の報告であり，本酵素を用いた新規なオリゴ糖調製や酵素の構造機能相関の解明に役立てることが出来る。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本論文はイネデータベースに登録されている複数の推定α－ガラクトシダーゼ遺伝子を大腸菌で発現さ
せ，その発現タンパク質の性質を明らかにしたものである。クローニングのために，発芽後の苗から RNA
を調製し，RT-PCR を行った。発現タンパク質は全て活性を示したが，一部推定アミノ酸配列に間違いが
発見された。これはゲノムデータベースがコンピュータープログラムによりエクソンとイントロンを推定し
ているからであり，実際に発現させ，活性を検討する事の重要性が示された。
　スタキオースに高い特異性を示すユニークな酵素は，大豆モラセスを有効利用する際の鍵酵素として役に
立つ可能性があり，また，酵素ⅠとⅡは一次構造上よく似た酵素であるが，ガラクトマンナンに対しては高
活性を示す酵素と低活性しか示さない酵素であるため，この差はどこにあるのかを検討する良いサンプルと
なりうる。更にラフィノース合成酵素の新規なアクセプター特異性を示した事など，応用面を見据えた基礎
研究として大いに評価できるものである。
　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
